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In my doctoral thesis several aspects of the genetic background of 
cardiomyopathy, an insidious, complex group of hereditary heart diseases, 
were examined. This disorder usually develops in adulthood and manifests 
with diverse symptoms. While some patients have shortness of breath, chest 
pain or oedema, others may suffer from arrhythmia, embolism, and other 
severe symptoms. A relatively rare but extreme sign of the disease is sudden 
cardiac death, which most often occurs in athletes and football players.
Although there are many environmental factors and/or other diseases 
(including muscular abnormalities, hormonal changes, some types of chemo-
therapeutic drugs, pregnancy-related cardiovascular challenges, alcoholism 
and drug abuse) known to cause or trigger cardiomyopathy, certain genetic 
factors also increase susceptibility to the disorder. Presently, we know of about 
75 genes which, when mutated, play a role in the molecular pathomechanism 
and onset of cardiomyopathy. However, a significant subset of these genes have 
only been studied in limited numbers of patients and mostly in a research set-
ting. The pathogenicity of the respective mutations is often based on in silico 
predictions but not yet supported by functional proof. Despite the known 
heterogeneity of disease, some genes were only studied within the context of 
specific cardiomyopathy subtypes, and there are still a considerable number of 
patients or families whose phenotypes cannot be explained by having mutations 
in these genes. Therefore, the studies in this thesis aimed to (1) provide a better 
understanding of the genetic background and the molecular pathomecha-
nism of familial cardiomyopathies, (2) identify novel disease genes in unsolved 
families, and (3) improve existing methods of molecular diagnostic testing.
The preface provides an easy-to-understand general introduction to 
cardiomyopathies and the challenges of the related genetic research.
Chapter 1 provides a more detailed, scientific introduction to the field of 
cardiogenetics. It reviews congenital and late-onset inherited heart diseases, 
categorizes the genes involved in different types of heritable heart diseases, 
and thoroughly describes those research methods with a great potential for 
future diagnostic application in cardiovascular diseases.
In the studies reported in chapter 2, the classical candidate gene 
screening approach via the traditional method of Sanger sequencing was 
applied to study the involvement of candidate genes in disease development 
of two cardiomyopathy subtypes: dilated cardiomyopathy (DCM) and 
arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC).
 254 SUMMARY
In chapter 2.1, we report on our studies of the role of the DCM-related 
gene RNA-binding motif protein 20 (RBM20) in Dutch patients. We 
identified five known mutations of the arginine-serine(RS)-rich domain, 
and 18 novel missense variants. In total, 10 variants were classified as likely 
pathogenic or pathogenic. We then performed a functional follow-up of ten 
‘interesting’ variants by using an in-house-developed splicing assay to study 
the transcripts produced by one of the recently identified heart-specific 
RBM20 targets, LDB3. Unfortunately, our results could not confirm differential 
splicing of LDB3 in HEK293 cells transfected with either wild type or mutant 
RBM20 encoding plasmids, neither could these studies support evaluation 
of the potential pathogenicity of variants identified outside of the RS-rich 
domain. Interestingly, two of our RBM20 mutation-carrying families manifest 
DCM in combination with peripartum cardiomyopathy (PPCM). This novel 
observation is not completely unexpected, since RBM20 is known to control 
splicing of the titin gene (TTN), and, in another study reported in this thesis, 
we have shown that mutations in this gene are the frequent underlying cause 
of familial PPCM/DCM (see details in chapter 4.2). Our findings suggests that 
abnormal titin isoform composition could be an essential mutual pathway 
leading to PPCM in both TTN and RBM20 mutation carriers.
In chapter 2.2, the screening of the plectin gene (PLEC) as a novel desmo-
some-related candidate gene for ARVC is reported. Though plectin was formerly 
shown to be an essential component of the desmosomes and hemidesmosomes 
in skin, muscle and heart, and was known for a decade to carry homozygous 
truncating/frameshift mutations in blistering skin diseases with muscular 
involvement, we were the first to investigate its potential disease-causing role 
in cardiomyopathy. We identified numerous missense variants in patients, and 
compared the patient-related variation with the general variation in PLEC in 
the Genome of the Netherlands control cohort. We identified one region of 
PLEC rich in mostly novel variants with high predicted pathogenicity level 
in ARVC patients in both the Dutch and British patient cohort that shows 
a “variant desert” in controls. This region is localized in the homo-dimerizing 
ROD domain, underscoring the particular importance of the mechanical 
resistance of this cytolinker protein and suggesting a role for mutations in this 
domain in disease progression. In conclusion, missense variants (in particular 
the ones located in this region) might play a risk-factor-role in the oligogenic 
background of the disease, contributing to the various genetic and non-genetic 







In chapter 3, we describe our studies utilizing the novel exome 
sequencing (ES) technique in order to identify novel cardiomyopathy genes 
(mostly private mutations of unsolved families, who were formerly screened 
for known disease genes).
We performed ES in 12 families suffering from autosomal dominant 
cardiomyopathy and report on the results in chapter 3.1. We identified the 
potentially causal genetic variations in 6/12 families in the TTN (in two families), 
FHL2, FLNC, COBL, and STARD13 genes. Importantly, earlier functional studies 
of the encoded proteins support their putative involvement in heart disease 
(though to different extents). Additionally, by evaluating the potential co-
expression of these genes using a large expression array database, we found 
that all these genes are interconnected by a complex network of co-expressed 
genes. This network of 166 proteins contains 28 genes that are already known 
to be associated with cardiomyopathy. Furthermore, 100 of them are listed in 
the Cardiovascular Gene Ontology Annotation database, suggesting a potential 
cardiac function and providing an excellent basis for genetic and functional 
follow-up studies. It is interesting to note that many of these proteins are involved 
in the sarcomeric pathway that is known to be the most prominent one involved 
in the molecular pathomechanism of several subtypes of cardiomyopathy.
We have investigated a consanguineous family with a child who passed 
away due to severe DCM a few days after birth and show the results in chapter 
3.2. The nature and severity of the symptoms suggested a mitochondrial disease. 
Applying ES in combination with homozygosity mapping, we identified 
a homozygous missense mutation affecting the Mn-binding pocket of 
a mitochondrial protein encoded by the autosomal superoxide-dismutase 
gene SOD2, which is located in the longest autosomal homozygous region 
on chromosome 6. The absence of the gene was previously shown to lead to 
DCM in knock-out mice, but had not yet been found to underlie the disease 
in humans. Here, we confirmed the accumulation of oxygen radical substrates 
via functional experiments performed on fibroblast samples of the deceased 
patient, while excluding dysfunction of the mitochondrial respiratory chain 
complexes. Excitingly, the same pathway of SOD2-dependent accumulation 
of oxygen radicals has been known for about 20 years to be involved in 
the pathomechanism of cardiomyopathy that arises as a complication of 
anthracycline chemotherapy in cancer patients.
We present a short report on the unusual case of a distantly consangui- 
neous family with several patients affected by two distinct cardiomyopathy 
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subtypes (late-onset DCM and neonatal DCM) and having three different 
genes (MYL2, SOD2, and JUP) underlying their diseases in chapter 3.3. The 
case presented is an excellent example of how essential genealogical linking 
and pedigree construction are for the proper interpretation of genetic 
findings, subsequent counselling and individual genetic follow-up studies in 
families affected by different forms of cardiomyopathies.
In chapter 4, we demonstrate the application of next generation 
sequencing in routine diagnostic screenings. In order to do so, we applied 
a different technical approach when compared to that described in chapter 3. 
Instead of capturing and enriching for the whole exome, we performed targeted 
enrichment for a set of already known, previously published cardiomyopathy 
disease genes during the sample preparation. This minimized both the costs 
of the NGS experiments and the time needed for the interpretation of the 
results, while the coverage is highly optimized for standardized screening. 
An additional advantage of this targeted enrichment method is that the 
longest gene of the entire human genome, TTN, which has been known for 
a decade or two to be involved in DCM but which was, in the past, too large to 
be routinely screened for using Sanger sequencing, could now also be included 
in the enrichment kit.
In chapter 4.1, we report on the quantitative advantages of this method 
complemented with a rigorous variant classification system over the ‘old-
fashioned’ Sanger-sequencing in diagnostics: we have managed to solve 
107/206 (52%) index cases of different types of cardiomyopathies with the help 
of this ‘cardiomyopathy panel’-based approach, and the yield was especially 
high for patients with DCM and DCM-like phenotypes. In our sample 30/206 
(15%) patients had multiple mutations detected, pinpointing the importance 
of broadening the spectrum of inherited cardiomyopathies from a classical 
Mendelian inherited disease towards a more oligogenic disorder. Finally, in 
at least half of the cases the mutations were identified in genes that would 
not have been selected for candidate screening in the earlier era when such 
decisions were based on the phenotype of the patient and the low or unknown 
frequencies of mutations in those genes.
In chapter 4.2, we report on solving the genetic cause of 10/18 PPCM 
families via identifying (likely) pathogenic variants in one or more of the 
48 sequenced known (mostly dilated) cardiomyopathy genes. Our results 
support the former, phenotype-based hypothesis that PPCM is not an in-









manifestation of DCM, since these two ‘types’ of the disease also exhibit 
considerable overlap in their genetic background. Interestingly, seven of the 
ten families in which a (likely) pathogenic variant was identified carry the 
mutation in the TTN gene. Drastically decreased passive force development 
in single cardiomyocytes, as well as the switch in titin isoform composition 
measured in explanted heart tissue of one of these patients, support upgrading 
of the classification of (at least) the p.K15664Vfs*13 truncating variant to the 
pathogenic mutation category. Taken together, our results suggest a prominent 
role for TTN mutations in the development of PPCM.
In chapter 5 the tremendous technical advances influencing cardiogenetics 
during the past few years are discussed, the current workflow of routine 
diagnostics and research of cardiomyopathies in our department is illustrated, 
and many unsolved questions and potential future directions in this field of 
research are addressed.
LAY SUMMARY
Cardiomyopathy is an insidious disease of the heart that can cause mild 
symptoms like dizziness and chest pain, but might result in irregular heart 
rhythm, and sometimes even heart failure or sudden cardiac death without any 
previous warning sign. This disease is largely influenced by heritable factors, 
and our aim was to gain more insight into the genetic causes of the disease. 
We applied various DNA sequencing methods (determining the genetic 
code of certain genes or regions) to identify novel mutations in known 
genes as well as novel disease genes in currently unexplained families with 
a repeated history of the disease. We have shown that the production of 
incorrect forms of an important building block of the heart muscle machinery 
leads to pregnancy-related cardiomyopathy, while variants in the rod domain 
of a novel gene may increase the fragility of the protein complex that “glues” 
together neighbouring cardiac muscle cells, leading to arrhythmogenic 
cardiomyopathy. Moreover, in a newborn patient we identified increased 
oxygen radical levels due to a mutation to be the likely cause of the disease. 
From a diagnostic point of view, our panel of 55 known disease genes can be 
easily and reliably sequenced using our targeted sequencing method, which 
results in much improved diagnostic yield, facilitating the screening of 
healthy looking family members of patients to identify those who have a risk 
to develop the disease too.
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In dit proefschrift heb ik verschillende aspecten van de genetische achtergrond 
van cardiomyopathie onderzocht, een groep van erfelijke hartafwijkingen. 
Cardiomyopathie ontwikkelt zich meestal op volwassen leeftijd, en kan zich uiten 
met verschillende symptomen. Sommige patiënten hebben kortademigheid, pijn 
op de borst of oedeem, anderen hebben last van hartritmestoornissen, embolieën, 
of andere ernstige symptomen. Een zeldzame maar extreme uiting is plotse 
hartdood, wat meestal voorkomt bij atleten of voetballers.
Verschillende factoren kunnen cardiomyopathie veroorzaken. Naast om-
gevingsfactoren en andere ziektes (spierafwijkingen, hormonale veranderin-
gen, chemotherapie, zwangerschapsgerelateerde hart- en vaatproblemen, 
alcoholisme en drugsgebruik) die de ziekte kunnen veroorzaken, spelen ge-
netische (erfelijke) factoren hierbij ook een belangrijke rol. Op dit moment 
zijn er ’ongeveer 75 genen bekend waarvan duidelijk is dat mutaties (foutjes) in 
deze genen een rol kunnen spelen bij het ontstaan en ziektemechanisme van 
cardiomyopathie. Het effect van veel van deze genen is vaak enkel bestudeerd 
bij een kleine groep patiënten, en meestal alleen binnen wetenschappelijke 
onderzoeksprojecten. Hoe schadelijk de mutaties zijn voor de functie van de 
genen is vaak slechts gebaseerd op voorspellingen met de computer, maar nog 
niet ondersteund door bewijs uit functionele studies. 
Ondanks dat bekend is dat de ziekte genetisch sterk heterogeen is (een 
groot aantal genen kunnen potentieel bij de ziekte betrokken zijn), is de rol 
van sommige genen alleen nog maar bestudeerd in de context van één type 
cardiomyopathie. Bovendien, zijn er nog veel patiënten en families bij wie de ziekte 
niet verklaard wordt door mutaties in de nu bekende cardiomyopathie genen. 
Het onderzoek in dit proefschrift had daarom tot doel om: (1) ons 
inzicht te vergoten in de genetische achtergrond en de oorzaken van erfelijke 
cardiomyopathieën, (2) nieuwe genen te ontdekken in families waarvan nog 
niet bekend was welke mutaties hun ziekte veroorzaken en (3) de bestaande 
methodes van moleculaire diagnostiek (het stellen/bevestigen van de juiste 
diagnose op basis van DNA-onderzoek) te verbeteren.
De “preface” is een algemene introductie over cardiomyopathieën en de 
uitdagingen van het genetische onderzoek naar deze ziektes. Hoofdstuk 1 
is een meer gedetailleerde, wetenschappelijke introductie van het veld van 
de cardiogenetica. Hierin wordt een overzicht gegeven van aangeboren 
en verworven erfelijke hartafwijkingen en worden de genen die betrokken 









een uitgebreide beschrijving gegeven van recent beschikbaar gekomen en 
veelbelovende onderzoeksmethoden die gebruikt kunnen worden voor 
(toekomstige) diagnostiek bij erfelijke hartaandoeningen. 
In hoofdstuk 2 zijn studies beschreven waarbij kandidaatgenen (genen 
waarvan vermoed wordt dat zij een rol spelen bij cardiomyopathieën) op 
mogelijke mutaties onderzocht zijn op de “klassieke” manier: via een techniek 
die Sanger Sequencing heet. Hierbij werd de rol van deze kandidaatgenen 
bij twee types cardiomyopathie onderzocht: Dilaterende Cardiomyopathie 
(DCM) en Aritmogene Rechter Ventrikel Cardiomyopathie (ARVC). 
In hoofdstuk 2.1 is de rol van het RNA-binding motif protein 20 (RBM20) 
gen, waarvan betrokkenheid bij DCM eerder beschreven was , bij Nederlandse 
DCM patiënten bestudeerd. Hierbij hebben we vijf al eerder beschreven mutaties 
in het Arginine-Serine (RS)-rijke domein gevonden en 18 nog niet eerder 
gerapporteerde missense mutaties, zowel in als buiten dit RS-rijke domein. Van 
deze 23 mutaties, werden in totaal 10 als pathogeen of waarschijnlijk pathogeen 
(schadelijk) beoordeeld. Vervolgens hebben we 10 variaties/mutaties verder 
bestudeerd met behulp van een zelf ontwikkelde methode (een splicing assay 
genoemd). Hierbij hebben we gekeken of deze variaties/mutaties invloed hebben 
op de samenstelling van transcripten afkomstig van het LDB3 gen, dat één 
van de genen is waarvan de variërende RNA splicing door RBM20 gereguleerd 
wordt. Helaas waren we niet in staat om middels deze methode verschillen in 
aanwezigheid van wild type of gemuteerd RBM20 aan te tonen. Hierdoor was 
het ook niet mogelijk om bewijs te vinden voor een mogelijke rol van nieuwe, 
buiten het RS-rijke domein gevonden variaties. In twee families met mutaties 
in het RMB20 gen werd DCM in combinatie met peripartum cardiomyopathie 
(PPCM) aangetoond. Omdat bekend is dat RMB20 ook bij de variërende splicing 
van het gen titine (TTN) betrokken is, en we weten dat mutaties in TTN vaak de 
onderliggende oorzaak zijn van familiaire PPCM/DCM (zie hoofdstuk 4.2) is dit 
niet onverwachts. Onze bevindingen suggereren dat een afwijkende samenstelling 
van titine isovormen de onderliggende oorzaak is van de ontwikkeling van PPCM 
bij dragers van mutaties in zowel TTN als RBM20. 
In hoofdstuk 2.2 beschrijven we ons onderzoek naar het plectine gen 
(PLEC), als mogelijk nieuw kandidaatgen voor ARVC. Hoewel eerder aangetoond 
is dat plectine een essentiële rol speelt in desmosomen en hemidesmosomen 
in de huid, spier en het hart en het al langere tijd bekend is dat homozygote 
en “compound” heterozygote, truncerende mutaties in dit gen blaarziektes 
met spierproblemen veroorzaakten, waren wij de eersten die een mogelijke 
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ziekteveroorzakende rol van dit gen bij cardiomyopathie onderzochten. We 
hebben in Nederlandse en Britse patiënten een groot aantal missense variaties 
in dit gen gevonden, en hebben de variatie in patiënten vergeleken met de 
variatie die  voorkomt bij gezonde mensen uit het “Genoom van Nederland” 
cohort. Hierbij bleek er sprake te zijn van de verrijking van variaties, die 
als waarschijnlijk pathogeen geclassificeerd worden op basis van “in silico” 
voorspellingen, in één gebied van het PLEC gen, in vergelijking tot de variaties in 
dit gebied bij de gezonde controles. Bij de laatste is er in dit gebied vrijwel geen 
variatie aanwezig. Dit gebied bevindt zich in het zogenaamde ROD domein dat 
belangrijk is voor homodimerisatie van het PLEC eiwit. We denken dat mutaties 
in dit domein een rol kunnen spelen in de ziekte ARVC en de mechanische 
resistentie van het eiwit aantast. Samenvattend, suggereren onze resultaten 
dat mutaties in PLEC een risicofactor kunnen zijn die een rol spelen bij de 
oligogene basis van ARVC, en kunnen bijdragen aan de verschillende genetische 
en niet-genetische factoren die ervoor zorgen dat iemand de ziekte ontwikkelt. 
In hoofdstuk 3 beschrijven we het gebruik van de nieuwe techniek exome 
sequencing (ES) om nieuwe genen, betrokken bij cardiomyopathie, te 
identificeren – waarbij voornamelijk mutaties gevonden werden die uniek zijn 
voor de onderzochte families, die eerder zonder resultaat gescreend waren 
voor bekende ziektegenen. 
We hebben deze techniek toegepast bij 12 families waarbij een erfelijke 
vorm van cardiomyopathie voorkwam en de resultaten hiervan staan 
beschreven in hoofdstuk 3.1. In 6 van deze 12 families hebben we genetische 
variaties gevonden die waarschijnlijk de ziekte veroorzaken, te weten in de 
genen TTN (in 2 families), FHL2, FLNC, COBL en STARD13). Eerder functioneel 
onderzoek maakte al duidelijk dat deze genen betrokken zouden kunnen zijn 
bij erfelijke hartziektes. Daarnaast hebben we de gegevens van een grote gen 
expressie database gebruikt om aan te tonen dat deze genen onderdeel zijn 
van een complex netwerk van genen die gezamenlijk tot expressie komen. 
Dit suggereert dat ze een gezamenlijke functie kunnen hebben. Het netwerk, 
bestaande uit 166 genen, bevat 28 genen waarvan al bekend is dat ze betrokken 
zijn bij cardiomyopathieën. Ook zijn 100 van deze genen beschreven in de 
Cardiovascular Gene Ontology Annotation database. Dit wijst er dus op dat 
de genen in dit netwerk een potentiële rol spelen bij een normale hartfunctie. 
Dit netwerk van genen vormt dan ook een mooie basis voor verdere genetische 
en functionele vervolg studies. Bovendien, viel het ons op dat een aanzienlijk 









de structuur waarin mutaties een prominente rol spelen bij het moleculaire 
ziektemechanisme bij verschillende cardiomyopathie subtypes.
Ook werd een familie bestudeerd waarin een kind met consanguine ouders 
een paar dagen na de geboorte overleed aan een ernstige vorm van DCM. De 
resultaten van deze studie staan beschreven in hoofdstuk 3.2. De ernst van en 
het type symptomen suggereerden dat het om een mitochondriële ziekte zou 
gaan. Door exome sequencing in combinatie met “homozygosity mapping” te 
gebruiken, hebben we een homozygote missense mutatie geïdentificeerd, 
gelegen in het langste, autosomale homozygote gebied in het DNA van de 
patiënt en gelocaliseerd op chromosoom 6. Deze mutatie beïnvloedt het Mn-
bindende domein van het mitochondriële eiwit gecodeerd door het superoxide 
dismutase gen SOD2. Het was al bekend dat het ontbreken van dit gen in knock-
out muizen leidt tot DCM; dat dit gen ook de humane ziekte kon veroorzaken 
was nog niet bekend. Wij hebben, door cellen van de overleden patiënt te 
bestuderen op accumulatie van zuurstof radicalen en het correct functioneren 
van de mitochondriële ademhalingsketen, bevestigd dat de functie van het gen 
inderdaad verstoord was bij deze patiënt. Dit is ook een interessante waarneming 
met het oog op de rol van SOD2-afhankelijke accumulatie van zuurstofradicalen 
die al jaren geleden beschreven is bij het ontstaan van cardiomyopathie als 
bijwerking van anthracycline-gebaseerde chemotherapie bij kanker patiënten.
In hoofdstuk 3.3 beschrijven we het ongebruikelijke geval van een 
consanguine familie met meerdere patiënten met twee verschillende vormen 
van cardiomyopathie (volwassen DCM en neonatale DCM). We laten zien dat 
er drie verschillende genen bij hun ziekte betrokken zijn (MYL2, SOD2 en 
JUP). Deze casus is een goed voorbeeld van hoe genealogische koppeling en 
stamboom reconstructie gebruikt kunnen worden voor de juiste interpretatie 
van genetisch resultaten, en hoe deze kennis kan helpen bij goede voorlichting 
van en genetische vervolgstudies bij families waarin verschillende vormen van 
cardiomyopathie voorkomen.
In hoofdstuk 4 demonstreren we hoe de next generation sequencing 
(NGS) techniek gebruikt kan worden in de routine diagnostiek. Hiervoor 
hebben we een andere aanpak gebruikt dan beschreven in hoofdstuk 3. In 
plaats van het verrijken en bestuderen van álle genen hebben we de gerichte 
verrijking gebruikt van een set genen, waarvan bekend was dat ze betrokken 
zijn bij cardiomyopathie. Hierdoor werden de kosten behoorlijk lager, en 
konden de resultaten sneller geïnterpreteerd worden; terwijl dankzij de hoge 
horizontale en goede verticale dekking resultaten van hoge kwaliteit verkregen 
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konden worden. Een additioneel voordeel van de inzet van NGS was dat de 
inclusie van het TTN gen, het langste gen in het hele humane genoom en te 
groot om routine-matig te screenen met Sanger sequencing, mogelijk werd. 
Hierdoor kan ook dit gen, waarvan bekend is dat het betrokken is bij DCM, 
meegenomen worden bij de routine diagnostiek. 
De voordelen van deze methode ten opzichte van de ‘ouderwetse’ techniek 
(Sanger sequencing) worden beschreven in hoofdstuk 4.1. Met deze  “gen panel”-
gebaseerde aanpak is het ons gelukt om 107/206 (52%) index patiënten met 
cardiomyopathie op te lossen (d.w.z.: het bijbehorende gen te vinden). De 
diagnostische opbrengst was voornamelijk hoog bij patiënten met klinisch bewezen 
DCM of patiënten die verdacht zijn voor DCM. Bovendien werd bij 30/206 (15%) 
patiënten meer dan één (waarschijnlijk) ziekteverwekkende mutatie gedetecteerd. 
Deze observatie ondersteunt de eerdere suggesties van het bestaan van een spectrum 
van klassiek Mendeliaanse tot oligogeen overervende cardiomyopathieën. In ten 
minste de helft van de patiënten werden mutaties gevonden in genen die in het 
verleden niet onderzocht zouden zijn met Sanger sequencing, toen beslissingen 
voor genetische screening gebaseerd werden op de symptomen van de patiënt en 
de gerapporteerde frequentie van mutaties in genen.  
In hoofdstuk 4.2 beschrijven we hoe we de genetische oorzaak van de ziekte bij 
10/18 PPCM-families vinden door het zoeken naar schadelijke varianten in één of 
meer van de 48 bekende genen die betrokken zijn bij (met name dilaterende) 
cardiomyopatie. Onze resultaten bevestigen het idee dat PPCM geen subtype 
van cardiomyopathie is, maar een zwangerschap-gerelateerde vorm van DCM, 
aangezien deze twee ‘types’ van de ziekte ook een significante overlap vertonen 
in hun genetische achtergrond. Daarnaast werden in zeven van de tien families 
waarin een schadelijke variant geïdentificeerd is, een mutatie in het TTN gen 
gevonden. In hartweefsel van één van deze patiënten werd inderdaad een 
andere samenstelling van de verschillende isovormen van titine gevonden en 
bleek het functioneren van dit eiwit verstoord. Onze resultaten suggereren 
dat mutaties in TTN een belangrijke rol spelen bij de ontwikkeling van PPCM.
In hoofdstuk 5 wordt een overzicht van de enorme technische vooruitgang 
van de aflopen jaren gegeven, en de invloed daarvan op de cardiogenetica 
beschreven. Ook illustreren we het gebruik van NGS methodes binnen onze 
afdeling in de routine-diagnostiek en bij het wetenschappelijk onderzoek 
naar de genetische achtergrond van cardiomyopathieën, en worden vele 
onbeantwoorde vragen en mogelijke toekomstige onderzoekslijnen besproken. 
(Translated by Dr Eva Teuling)


















Doktori disszertációmban az örökletes cardiomyopathiák genetikai hátterét 
vizsgáltam. Ez a betegség (ami szó szerint átfogóan csupán annyit jelent: 
szívizomrendellenesség) leggyakrabban felnőtt korban jelentkezik változatos és 
eltérő súlyosságú tünetekkel - egyeseknél szédülés, nehézlégzés, ödéma és mellkasi 
fájdalom jelzi, míg mások súlyos szívritmuszavaroktól és thromboembolizációtól 
is szenvedhetnek. A betegség ritka és szélsőséges megnyilvánulási formája 
a futball- és jégkorongjátékosok réme, a hirtelen szívhalál.
Ugyan számos környezeti tényező és egyéb betegség (mint például 
izombetegségek és hormonális változások, egyfajta kemoterápiás kezelés, 
terhesség során felmerülő keringési nehézség, alkoholizmus és egyes 
drogok használata) is kiválthatja vagy gyorsíthatja a betegség progresszióját, 
genetikai tényezők is hajlamosíthatnak cardiomyopathiára. Pillanatnyilag 
mintegy 75 olyan gént ismerünk, amelynek bizonyos módosulatai szerepet 
játszanak a betegség molekuláris mechanizmusában és kialakulásában. 
Sajnos ezen gének jelentős hányadát eddig kis esetszámban tanulmányozták 
a kutatók. A felfedezett mutációk valódi betegségkiváltó hatását gyakran nem 
erősítik meg funkcionális kísérletek, azt pusztán számítógépes predikciók 
alapján feltételezhetjük. A betegség rendkívüli összetettsége és sokszínűsége 
ellenére egyes gének szerepét eddig csak bizonyos cardiomyopathia típusok 
eseteiben vizsgálták, továbbá a betegek és családok jelentős hányadában 
a fenotípus kialakulását nem magyarázza az eddig ismert gének egyikének 
potenciális eltérése sem. Éppen ezért kutatásom célja volt (1) alaposabban 
feltárni a betegség örökletes formájának genetikai és molekuláris hátterét, 
(2) a megoldatlan, családi halmozódást mutató esetekben eddig nem ismert 
gének mutációinak azonosítása, illetve (3) a jelenleg használatos molekuláris 
genetikai, diagnosztikai módszerek továbbfejlesztése, hatásfokának javítása.
A betegséget nagyvonalakban bemutató előszót követően az első 
fejezetben részletes irodalmi áttekintést adunk a kardiogenetikáról, 
csoportosítjuk a géneket aszerint, hogy a betegség mely típusában ismert 
mutációjuk, és részletesen leírjuk azokat a kutatási módszereket, amelyeket 
a szív- és érrendszeri betegségek diagnosztikájában akár a közeljövőben is 
lehetne sikeresen használni.
A második fejezetben a hagyományos Sanger szekvenálási módszerrel 
vizsgáltuk nagy betegcsoportokban, hogy egyes – korábbi ismereteink 
alapján potenciálisan érdekesnek tűnő – gének szerepet játszhatnak-e 
a cardiomyopathia kialakulásában.
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A 2.1 cikkben egy néhány éve felfedezett dilatatív cardiomyopathia (DCM) 
gént, az RBM20-at (egy RNS-kötő fehérjét kódoló gént) szekvenáltuk holland 
betegekben, és számos olyan génváltozatot találtunk, amely egészséges 
kontrollokban nem megfigyelhető: 5 ismert mutációt az arginin-szerin 
(RS) gazdag doménben, valamint további 18 korábban ismeretlen missense 
(egy darab aminosavat másik aminosavra cserélő) variánst. Összesen 10 
variánst találtunk pathogénnek (betegséget kiváltónak) vagy lehetségesen 
pathogénnek. Ezt követően nyomon követtük 10 „ígéretes” variáns hatását 
egy saját tervezésű splicing assay segítségével, mely módszer az egyik nemrég 
azonosított szívspecifikus RBM20-célpont, az LDB3 különböző hosszúságú 
transzkriptjeinek jelenlétén és arányán alapul transzfektált HEK293 sejtekben. 
Sajnos nem találtunk egyértelmű különbséget a vad típusú és mutáns RBM20-
plazmidokat hordozó sejtek között, és nem sikerült igazolnunk az RS-gazdag 
doménen kívül elhelyezkedő variánsok esetleges pathogén mivoltát sem. 
Érdekes viszont, hogy az RBM20 mutációt hordozó családok közül kettőben 
is a DCM terhességi cardiomyopathiával (TCM) kombinálva jelenik meg. Ez 
a megfigyelés nem volt teljesen váratlan, hiszen az RBM20 által kódolt fehérje 
az RNS-molekulák megkötésében és átszabásában (splicing) játszik szerepet, 
és fő molekuláris célpontja a titin (TTN), amelynek mutációit a 4.2 fejezetben 
gyakran kulcsfontosságúnak találtuk örökletes TCM/DCM kialakulásában. 
Így valószínű, hogy a TTN izoformák arányának megbomlása a közös 
molekuláris út, amely TCM-hez vezethet mind TTN, mind RBM20 mutációt 
hordozó betegekben.
A 2.2 fejezetben a plektin (PLEC) gént szekvenáltuk meg arrythmogén 
cardiomyopathiátiól (ACM) szenvedő betegek vérből kivont DNS-mintájában. 
Habár a plektin bőrben, izmokban és szívben játszott, szomszédos 
sejteket egymással összekapcsoló funkciója évtizedek óta ismert, a bőr 
felhólyagosodásával és a vázizmok elsorvadásával járó súlyos betegségben 
– az epidermolysis bullosában – ismertek frameshift (“kereteltolásos”) és 
nonsense (“csonkoló”) mutációi, mi voltunk az elsők, akik megkísérelték 
szívbetegséghez is kötni a PLEC genetikai változatait. Rengeteg missense 
típusú variánst találtunk a génben ACM-es betegekben, majd összevetettük 
ezen variánsok elhelyezkedését a gén általános variánsaival, amelyeket 
egészséges emberekben azonosítottak be a Genome of the Netherlands 
kohortban. Találtunk egy olyan PLEC szakaszt, amelyben több, korábban 
ismeretlen, vélhetően pathogén variáns halmozódott fel mind a brit, mind 
a holland beteg kohortban, ám „variáns sivatagnak” bizonyult kontrollokban. 

















Valószínűsíthető tehát, hogy a szakasz genetikai módosulatai a betegségben 
szerepet játszhatnak. Ez a szakasz a homodimerizációban szerepet játszó 
rod doménben helyezkedik el, és e kapocsként működő protein mechanikai 
ellenállásban betöltött különleges funkcióját sugallja. Összegezve, a PLEC gén 
missense variánsai (főként az említett régióban találhatók) hajlamosíthatnak 
az ACM-re, hozzájárulva a számos örökletes és környezeti tényezőhöz, amelyek 
összeadódva és egymást felerősítve a betegség oligogénes kialakulásához 
vezethetnek.
A harmadik fejezetben exom szekvenálás modern technikáját 
alkalmaztuk. Exomnak nevezzük az összes gén exonjainak összességét, vagyis 
a (jelen esetben emberi) genom szétszórtan elhelyezkedő, fehérjekódoló 
DNS-darabkáinak összességét. A rendkívül ígéretes új módszer használatával 
célunk volt új cardiomyopathia gének felfedezése, elsősorban olyan családok 
szekvenálása révén, amelyeket korábban az már ismert génekre szűrve nem 
sikerült mutációt azonosítani.
Először is (3.1) autoszomális domináns cardiomyopathiás családokban 
kutattunk a betegségben eddig nem ismert gének mutációi után. 
A valószínűleg pathogén genetikai módosulatot a vizsgált 12-ből 6 családban 
megtaláltuk a TTN (2x), FHL2, FLNC, COBL és STARD13 génekben. 
Ezekről korábbi tanulmányok alapján eltérő mennyiségű információ állt 
rendelkezésünkre, amely potenciálisan magyarázhatja az adott gének által 
kódolt fehérjék normál szívfunkcióban játszott szerepét (és mutációiknak 
betegségkiváltó hatását). Ezt követően koexpressziós hálózatot építettünk egy 
microarray adatbázis segítségével, vagyis hozzákapcsoltuk az 5 fent nevezett 
génhez azokat, amelyekkel egyidőben szokták egyes sejtekben, szövetekben 
fehérje termékeiket kifejezni. A hálózatban található 166 gén közül már 28 
korábban is ismert volt cardiomyopathiákban, míg összesen 100 megtalálható 
egy génontológiai adatbázisban mint potenciális kardiovaszkuláris 
betegségért felelős gén. Ez a nagy arányú szívspecifitás, és a citoszkeletális 
molekuláris útvonal erős reprezentáltsága alátámasztja az 5 gén variánsainak 
cardiomyopathiával való vélhető összefüggését.
Egy feltehetően 8 generációra visszamenőleg vérrokon házaspár születés 
után pár nappal, nagyon súlyos DCM-ben elhunyt gyermekének betegségét 
vizsgáltuk a 3.2 fejezetben. A tünetek típusa és súlyossága alapján elképzelhető 
volt, hogy a gyermek mitokondriális betegségben szenvedett. Exom 
szekvenálással találtunk egy homozigóta missense mutációt a SOD2 génben, 
amely egy mitokondriális funkciójú, oxigén szabadgyököket semlegesítő 
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enzimet kódol. A gén a családban talált leghosszabb autoszomális homozigóta 
régióban, a 6. kromoszómán van kódolva, és a mutáció a génről átírt enzim 
fontos szerepű “mangán-kötő zsebének” szerkezetét torzíthatja el. A SOD2 
gént már korábban egy egér modellen azonosították a DCM kiváltójaként 
(a SOD2 gén “kiütésével” létrehozott állatok cardiomyopathia tüneteit 
mutatták), de korábban még nem találták jelentősnek humán betegségekben. 
A betegtől vett, petri csészében kitenyésztett fibroblaszt sejtekben az 
oxigén szabadgyökök felhalmozódásával és a SOD2 enzimaktivitásának 
közvetett mérésével igazolódott, hogy az enzim nem funkcionál normálisan 
a mintában, míg egyéb mitokondriális enzimkomplexek funkcióképtelenségét 
kizártuk. Érdekes módon, a SOD2 hibájával összefüggő reaktív oxigéngyök 
felhalmozódás egy évtizedek óta ismert molekuláris pathológiai útvonal az 
antraciklin kemoterápiával kezelt betegeknél hosszútávú szövődményként 
jelentkező cardiomyopathiában.
Egy rövid esetismertetés következik a 3.3 fejezetben: egy családot mutatunk 
be, amelyben a cardiomyopathia két elkülöníthető formája (a későn kezdődő 
és az újszülöttkori DCM) is jelen van, és három gént (MYL2, SOD2 és RYR2) 
találtunk, amelyek szerepet játszanak a betegség kialakulásában. Ez az eset 
annak jó példája, hogyan segítheti a genetikai információk helyes értelmezését 
és a személyre szabott tanácsadást a családfakészítés cardiomyopathiában 
szenvedő családok esetében.
A negyedik fejezetben bemutatjuk az újgenerációs szekvenálás lehetséges 
rutindiagnosztikai használatát. Ehhez egy technikai módosítás szükséges: 
a teljes genom vagy teljes exom DNS-darabkáinak feldúsítása és szekvenálása 
helyett célzottan egy (ismert, szívbetegségekben szerepet játszó génekből 
álló) génkészletre koncentrálunk a mintaelőkészítés során. Ilyen módon 
a szekvenálás költségei éppúgy, mint a bonyolult elemzéshez szükséges idő is 
nagymértékben csökkenthető, miközben a szekvenált területek lefedettsége 
bőségesen megfelel a standardizált mérésekhez. Egy további előnye a célzott 
szekvenálási módszernek, hogy a humán genom leghosszabb génje, 
a titin (TTN), mely már évtizedek óta ismert a cardiomyopathia különböző 
típusaiban, de hossza miatt nagyon nehéz volt a korábbi módszerekkel 
megszekvenálni, szintén bekerülhetett a kiválasztott gének körébe.
A 4.1 fejezetben ezen módszer, és a hozzá kapcsolódó szigorú variáns 
osztályozó rendszer előnyeit tárgyaljuk és hasonlítjuk a hagyományos Sanger 
szekvenáláshoz: 206 beteg genetikai szűrése során 107 esetben (52%) találtuk 
meg a cardiomyopathia genetikai okát a vizsgált 55 gén valamelyikében, és ez 

















az arány kiemelkedően magas volt a DCM és DCM-szerű fenotípusok esetében. 
30/206 páciens (15%) esetében két vagy több mutációt is azonosítottunk, mely 
alátámasztja, hogy az örökletes cardiomyopathiák spektrumát a klasszikus 
mendeli helyett egyre inkább az oligogénes betegségek irányába lehet kitolni. 
Végezetül, a betegek legalább felében a mutációt olyan génben találtuk meg, 
amely a korábbi módszerek használatának korszakában „nem jött volna 
számításba”, amikor az ilyen jellegű döntéseket pusztán a beteg tüneteire és 
az adott gén alacsony vagy ismeretlen mutáció frekvenciájára alapozták.
Ezzel szemben a 4.2-ben 10/18 terhességi cardiomyopathiában (TCM) 
szenvedő beteg esetét sikerült megoldanunk 48, főként DCM-ben ismert 
gén vizsgálatával. Ezen eredményeink megerősítik azt a korábbi hipotézist, 
mely szerint a rendkívül ritka TCM nem egy önálló altípusa a betegségnek, 
hanem a terhesség során fellépő hemodinamikai (keringési) változások mint 
előnytelen környezeti tényezők hatására örökletesen hajlamos egyéneknél 
már a szokásosnál korábbi életkorban megmutatkozó DCM-ről van 
szó. A szívbetegség ezen két formája, a TCM és a DCM tüneteiben is nagy 
hasonlóságot mutat, nemcsak átfedő genetikai hátterében. Érdekesség, hogy 
a 10-ből 7 sikeresen elemzett családban a TTN gén mutációja felelős a betegség 
kialakulásáért. Egy szívátültetésen átesett beteg szövetmintáján végzett TTN 
izoforma arányt és ezzel összefüggésben a szívizomsejt passzív erőkifejtését 
vizsgáló funkcionális kísérlet alátámasztja a kereteltolásos p.K15664Vfs*13 
variáns pathogén osztályzását.
Az ötödik, egyben utolsó fejezetben összegezve áttekintem e könyv 
tartalmát, egy folyamatábrán keresztül bemutatom a jelenleg tanszékünkön 
használt kardiogenetikai diagnosztika és kutatás lépéseit, az elmúlt néhány év 
technikai fejlődésének, ezen belül is főként az újgenerációs DNS szekvenálás 
hatását a terület fejlődésére, és említést teszek különböző további lehetséges 
kutatási irányvonalakról.
(Proof-read by Edit Posta and Dr Péter Mészáros)
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Of misschien niet? Hope all izz well with you.
They say home is where the heart is… I rather think home is somewhat 
like a batyu full of hamuban sült pogácsa: it is whoever and whatever we carry 
around the world in our hearts, where ever the Yellow (oranje?) Brick Road 
may take us. I am deeply indebted to all of those who have supported me 
throughout this crazy adventure from afar-yet-always-close, and who warmly 
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there are so many things I would have never been able to learn without leaving 
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failing hearts, broken hearts, and “having no hearts” (a devastating, but not 
always hopeless condition I herewith suggest naming tinman syndrome®), 
(2) to discover that, just like familial cardiomyopathies, cheek dimples are 
classically considered to be inherited in an autosomal dominant fashion, 
yet there is some room for environmental influences as well (unpublished 
observation), and (3) to gather a rich personal collection of the cutest Dutch 
words, which I would like to share with you below in the secret appendix.
Writing these final thoughts while sitting at a sun-soaked desk, surrounded 
by a few Western blot images and sipping hot chocolate from a mug decorated 
with the pictures of five tiny islands and lighthouses, it is hard to believe 
that this Never-Ending Story of mine is finally rushing toward a not-much-
expected happy end on the next page. Amazing things have happened since 
I arrived in the Blizard of Oz, and I am very glad for getting so much support 
in the most critical weeks, while the last missing LEGO bricks just snapped 
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SECRET APPENDIX – LIST OF MY FAVOURITE DUTCH WORDS:
(a strictly personal, linguistic and artistic collection of the 30 weirdest and 































*    Indonesian origin
**  Afrikaans origin
